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Der Einfluß von Serumeiweißfraktionen auf die Fettsäuresynthese
In vitro-Untersuchungen mit dem löslichen En^ymsystem der Taubenleber*)
Von W. SEITZ und D. EBERHAGEN
Aus der Medizinischen Poliklinik der Universität München (Direktor: Prof. Dr. W. Seit%)
(Eingegangen am 7. Mai 1965)
Drei Mischseren von Normalpersonen und zwei Diabetikerseren wurden mit Hilfe der präparativen trägerfreien
Elektrophorese aufgetrennt und die Einzelfraktionen entsprechend 4 mg Eiweiß in vitro auf ihre Wirkung auf das
nichtpartikelgebundene fettsäuresynthetisierende Enzymsystem der Taubenleber hin untersucht. Im Normalserum
ließen sich dabei eine elektrophoretisch sehr rasch wandernde Fraktion mit ausgeprägter Förderung und zwei mit
einer Hemmung des 14C-Einbaus aus Acetat in die langkettigen Fettsäuren nachweisen. In den Diabetikerseren
fand sich außerdem eine stark hemmende Fraktion mit ebenfalls hoher Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen.
Feld, die als Ursache für die Repression der Fettsäuresynthese in der Diabetesleber diskutiert wird.
Um die verschiedenen Inkubationsansätze direkt miteinander vergleichen zu können, wurde bei den Untersuchun-
gen ein Enzymtrockenpulver verwendet, das sich in großen Mengen gewinnen läßt, über längere Zeiträume lager-
fähig ist und eine sehr einfache Durchführung der Syntheseversuche gestattet.
Three mixed sera from normal persons and two diabetic sera were resolved by preparative, carrier-free electro-
phoresis. An amount of each fraction, corresponding to 4 mg. of protein, was tested for its action on the non-
particle-bound fatty acid synthesizing enzyme system of pigeon liver. Normal serum contains a fraction which
migrates very rapidly in electrophoresis and shows a marked stimulation of the incorporation of l*C-acetate into
long chain fatty acids. Two further fractions inhibited this incorporation. Diabetic sera contain, in addition, a
strongly inhibitory fraction which migrates rapidly in electrophoresis and is thought to be responsible for the
repression of fatty acid synthesis in diabetic liver.
In order to be able to directly compare the different incubation mixtures with each other, dry enzyme powders
were used. These can be prepared in large quantities and stored for long periods of time; they greatly simplify
the procedure for synthesis experiments.
Die letzten Jahre haben neue Erkenntnisse über die
grundsätzlichen Mechanismen der Synthese langkettiger
Fettsäuren in der Leber gebracht (1). Danach gibt es
zwei verschiedene Enzymsysteme, von denen das eine
in den Mitochondrien und Mikrosomen lokalisiert und
nur zur Verlängerung bereits vorgegebener Fettsäuren
um jeweils zwei C-Einheiten in der Lage ist (2). Das
andere findet sich sowohl in den subzellulären Partikeln
als auch ohne Bindung an Zellstrukturen im freien
Zytoplasma (2—5). Es synthetisiert die Fettsäuren von
Grund auf in zwei komplexen Schritten aus Acetyl-CoA.
In der Acetylcarboxylase-Reaktion wird aus Acetyl-CoA
durch Fixation von Bicarbonat-Ionen Malonyl-CoA
gebildet; die anschließende Synthetase-Reaktion setzt
n Mol des entstandenen Malonyl-CoA unter Decarboxy-
lierung mit einem Mol Acetyl-CoA um. Das Hauptpro-
dukt der Gesamtreaktion ist Palmitinsäure. Man hat es
hier also im Gegensatz zum partikelgebunder^en Enzym-
system mit einer de novo-Synthese der Fettsäuren aus
kleinsten, im Stoffwechsel aus anderen Quellen geliefer-
ten Einheiten zu tun. Da die Syntheserate der langketti-
gen Fettsäuren — ausgedrückt als 14C-Einbau aus mar-
kiertem Acetat — im löslichen System etwa das Zehnfa-
che der des mitochondralen und mikrosomalen Systems
beträgt (1), ist es von ausschlaggebender Bedeutung für
die Lipogenese und damit für die Energiespeicherung.
Die Frage nach der Regulation seiner Aktivität hat
dementsprechend vielseitiges Interesse gefunden. MA-
SORO (6) hat eine Zusammenstellung der wichtigsten
*) Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen
Forschungsgemeinschaft unterstützt.
bis 1961 bekannten Fakten gegeben. Er kommt zu dem
Schluß, daß die Acetylcarboxylase-Reaktion der ge-
schwindigkeitsbeschränkende Schritt der Gesamtreak-
tion ist, wie es sich z. B. aus den Untersuchungen von
LYNEN und Mitarbeitern (7) ergab, und daß Hemm- und
Förderstoffe eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Fettsäuresynthese spielen mögen.
Unser Arbeitskreis hat sich bereits in früheren Unter- -
suchungen mit der Beeinflussung der zytoplasmatischen
Fettsäuresynthese in der Leber beschäftigt (8—11), und
es konnte aus der Taubenlebex ein aktivierender, hitze-
stabiler Faktor dargestellt werden (12). In einer voraus-
gehenden Arbeit (13) haben wir Ergebnisse mitgeteilt,
die bei der Inkubation des Enzymsystems mit normalen
und vor allem verschiedenen pathologischen Seren
erhalten wurden. Es kam dabei in Abhängigkeit von der
zugesetzten Serummenge zu einer Hemmung des 14C-
Einbaus in die langkettigen Fettsäuren, deren Ausmaß
in Beziehung zur jeweiligen, papierelektrophoretisch
ermittelten a2-Globulinkonzentration stand. Kontroll-
inkubationen mit einem reinen a?-Makroglobulinprä-
parat ergaben ebenfalls eine drastische Hemmung der
Fettsäuresynthese — im Gegensatz zu o^-Glukoproteid,
• das keinen Effekt zeigte. Über den Angriffspunkt der
Hemmung konnten keine Angaben gemacht werden.
Diese Resultate bewogen uns, der Frage im einzelnen
nachzugehen, welchen Effekt die verschiedenen Eiweiß-
fraktionen des Serums auf die zytoplasmatische Fett-
säuresynthese in vitro besitzen. Im Hintergrund steht
die damit verknüpfte zweite Frage, ob es im Serum
Faktoren gibt, die — evtl. aus der Leber selbst stammend
— regulierend auf die Lipogenese wirken.
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Versuche
Die Herstellung des En^jmsystems erfolgte in Anlehnung an BRADY
und GURIN (3). Lebern 6—8 Monate alter, gut gefütterter Tauben
wurden im Kaliumphosphat-bicarbonatpuffer (pH 7,4) homogeni-
siert und der Gcwcbebrei erst 30 Minuten bei etwa 25 000 g, der
Überstand dann 75 Minuten bei 95 000 g (Ultrazcntrifugc Modell
L der Fa. Bcckman Instruments, München) zentrifugiert (Einzel-
heiten s. (10)). Die auf der Flüssigkeitsobcrfläche abgesetzte Fett-
schicht wurde sorgfältig entfernt und der Überstand gefrier-
getrocknet.
Der Inkubationsansat^ enthielt in einem Endvolumcn von 3,0 m/
die jeweils 2,0 m/des Übcrstandcs entsprechende Menge Trockcn-
pulvcr und 2 mg l-l'*C-Acetat als Na-Salz mit etwa 1,25 10*
Imp/Min, in der von uns verwendeten Meßanordnung, sowie
4 //Mol ATP, 0,1 /iMol NADPH, 0,04 //Mol CoA, 18 /*Mol Na-
Citrat und 18 ! MgCl^. Von den Serumfraktionen wurden die
4 mg Eiweiß entsprechenden Mengen eingesetzt. Es wurde 3
Stunden lang aerob in der Warburg-Apparatur inkubicrt. Die
Reaktion wurde dann durch Zugabe von KOH gestoppt und die
Lipoidc nach Zugabe von Trägerpalmitinsäure in alkoholischer
Lösung verseift (14). Die Fettsäuren wurden anschließend aus der
angesäuerten Lösung mit 3 20 m/ Petroläthcr extrahiert und die
petrolätherischcn Phasen durch Eindampfen und Wiederaufnehmen
in Petroläthcr auf ein Volumen von 25 m/ gebracht. Davon
wurden 0,5 m/ auf Kupfcrplättchcn aufgetragen und nach Entfer-
nen des Lösungsmittels die Aktivität mit dem Mcthandurchfluß-
zählrohr FH 407 der Fa. Frieseke & Hocpfner, Erlangcn-Bruck,
bestimmt.
Die Auftrenntmg der Seren mit Hilfe der trägcrfreicn Elektrophorese
geschah mit der von HANNIG beschriebenen Apparatur (15) (Fa.
Bender & Hobein, München) in einem 0,02 m Tris-Puffer pH 8,6
bei +4°. Die an die Trennkammcr angelegte Spannung betrug
2—2,2 kV bei einem Strom von 150—180 mA. Die Durchfluß-
gcschwindigkeit des PurTcrstroms lag bei 0,8—0,9 cm/Min., die
Durchsatzleistung für das Serum bei l m//Std, Insgesamt wurden
jeweils 4 m/ Serum aufgetrennt. Der Eiweißgehalt in den 48 Auf-
fanggläsern wurde durch Bestimmung der Extinktion bei 280 \
im Spcktralphotometcr DB der Fa. Beckman Instruments er-
mittelt.
Andere Metboden: Der genaue Eiweißgehalt in den elektrophoretisch
getrennten Serumfraktionen wurde mit der Biuretreaktion nach
WEICHSELBAUM (16), der Phosphorgchalt durch Veraschen von
0,2 m/ Serumfraktion nach BARTLETT (17) und der Kohlchydrat-
gehalt mit der -Naphtholrcaktion nach DISCHE (18) bestimmt.
Zur weiteren Charakterisierung der Scrumeiwcißfraktionen wurde
die Papicrclcktrophoresc mit der Anordnung nach GRASSMANN
und HANNIG (19) und die Immunpraczipitation nach OUCHTEK-
LONY (20) herangezogen.
Reagentien: Na-l-14C-Acctat wurde von der New England Nuclear
Corp., Boston USA geliefert. CoA, NADPH und ATP wurden
von der Fa. Bochringcr, Mannheim, Antisercn für die Immun-
praezipitation von der Fa. Bchringwerkc AG, Marburg-Lahn
bezogen, die anderen Chcmikalien von der Fa. E. Merck, Darm-
stadt.
Ergebnisse
Die Gewinnung des f c t t säu resyn the t i s i e rendcn
Enzymsystems
Bei der Bearbeitung der Fragestellung ergaben sich drei
Forderungen an das zu verwendende Tcstsystem: 1. Es
mußte jeweils eine relativ große Zahl von Proben unter-
sucht werden. Der Arbeitsaufwand zur Bestimmung
der 14C-Einbaurate sollte deshalb möglichst gering sein.
2. Die verschiedenen Inkubationsansätze des gleichen
Serums sollten direkt miteinander vergleichbar sein.
Die Enzympräparation für eine derartige Testreihe
mußte also eine reproduzierbare Aktivität besitzen.
3. Das Enzymsystcm sollte sich nach Möglichkeit ohne
großen Geräte- und Arbeitsaufwand in genügender
Reinheit und in ausreichenden Mengen darstellen lassen.
Diese Forderungen waren am einfachsten zu erfüllen,
wenn es gelang, die durch Ultrazentrifugation gewon-
nenen> nichtpartikelgebundenen Leberenzyme in eine
lagerfähige Form zu überführen. Hierzu kam in erster
Linie die Herstellung eines Trockenpulvers durch
Gefriertrocknung in Frage, denn das Aufbewahren
großer Mengen von eingefrorenem Überstand über
längere Zeiträume macht ohne besondere Hilfsmittel
Schwierigkeiten. Außerdem erschien die Erhaltung
einer gleichbleibenden Enzymaktivität in gefrorenem
Zustand nicht wie beim Trockenpulver gewährleistet
(21).
Tab. l
Verhalten der Aktivität des fcttsäuresynthetisierendcn Taubenleberenzymsystcms vor und nach Lyophilisierung sowie bei Zusatz von
Cofaktorcn. (Inkubationsbcdingungen siehe Text.)
Behandlung des Enzymsystems
Vctsuch-Nr. Zcntrifugation bei Zusatz von
25 000 £ 95 000 £ ATP, CoA, ATP, CoA,
NADP+ NADPH
1JC-Einbau in die langkcttigcn
Fettsäuren (Imp./Min)
vor der nach der
Gefriertrocknung
l
2
3
3640
6745
5935
3715
5830
3290
1820
2735
3210
2063
2130
3130
1485
1730
2095
2825
1900
3630
3315
430
1660
1695
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Eine wichtige Frage war es nun, ob das Enzymsystem
eine solche Behandlung übersteht. Die Stabilität der-
artiger Fermentdarstellungen ist in der Literatur als sehr
unterschiedlich angegeben (z. B. 21—23); trotzdem
wurde eine Lyophilisierung des Materials versucht. Wie
die Tabelle l an Hand einiger willkürlich ausgewählter
Beispiele zeigt, trat durch diese Prozedur in jedem Fall
ein erheblicher Aktivitätsverlust bis zu 50% und mehr
ein. Dabei schwankte das Ausmaß der Enzyminaktivie-
rung außerordentlich, und Präparate mit primär höhe-
rem 14C-Umsatz schienen prozentual stärker denaturiert
zu werden als solche mit niedrigem. Es wird von uns
angenommen, daß diese Inkonstanz des Aktivitäts-
verlustes mit unserer improvisierten Gefriertrocknungs-
einrichtung zusammenhing.
Eine wesentliche Erhöhung der Syntheserate für die
langkettigen Fettsäuren konnte durch Zusatz von ATP,
CoA und NADP entsprechend dem von WAKIL (1)
angegebenen Inkubationsansatz erreicht werden. Diese
Erhöhung war, wie Versuche 4 und 5 der Tabelle l
erkennen lassen, nicht durch eine Reaktivierung des
denaturierten Anteils im Trockenpulver bedingt, sondern
durch eine Stimulierung des Enzymsystems an sich. Die
Zugabe dieser Cofaktoren zu den Ansätzen wurde im
weiteren Verlauf der Untersuchungen außer wegen der
Erhöhung des 14C-Einbaues schon deswegen beibehal-
ten, um ähnliche Wirkungen durch die zu prüfenden
Substanzen auszuschließen. Aus gleichem Grund wurde
auch NADPH statt NADP+ verwendet. Das als Trocken-
pulver hergestellte Präparat wurde in gleichem Ausmaß
wie das Nativpräparat durch Avidinzusatz gehemmt;
durch Biotin konnte diese Hemmung ebenfalls wieder
aufgehoben werden.
Über die Lagerfähigkeit derartiger Trockenpulver
unterrichtet die Tabelle 2. Die Präparate wurden im
Vakuum über CaQ2 bei + 5° aufbewahrt.
Tab. 2
Reproduzierbarkeit der Enzymaktivität eines Trockenpulvers
Der zeitliche Abstand zwischen der ersten und der letzten Bestim-
mung betrug etwa 5 Wochen. Inkubationsbedingungen siehe Text.
14C-Einbau in die langkettigen Fettsäuren (Imp./Min.)
vor der nach der
Gefriertrocknung
1580 890
1320
1070
920
1100
1210
Es konnte keine Abnahme der Enzymaktivität während
einer — bisher untersuchten — Dauer von maximal
5 Wochen beobachtet werden. Nach diesen Ergebnissen
erschien die Darstellung des Fermentsystems als
Trockenpulver im Rahmen unserer Untersuchungen als
sehr geeignet; der AktivitätsVerlust während der Ge-
friertrocknung wurde bei den Vorteilen eines der-
artigen Präparates in Kauf genommen.
Die Inkubation mit Normalserum
Zur Auftrennung durch die trägerfreie Elektrophorese
kamen bei der Untersuchung des Blutserums von Nor-
malpersonen ausschließlich Mischseren zur Verwendung.
In der Abbildung l sind die erzielten Trenneffekte dar-
gestellt. Bei normaler Einstellung der Apparatur (Abb.
l a und b) ließen sich auf Grund der Tyrosinextinktion
fünf Fraktionen unterscheiden. Am weitesten zur
Anode abgelenkt waren als anscheinend vollständig
abgetrennte Fraktion die Präalbumine (Rö.-Nr. 7—9,
Abb. l a; Rö.-Nr. 4 und 5, Abb. Ib). Ihre Identität
wurde durch Immunpräzipitation mit spezifischem
Antiserum bestätigt. Albumine fanden sich in den
Auffanggläsern 10—22 (Abb. l a) bzw. 7—19 (Abb. Ib).
Dabei ließen sich sowohl papierelektrophoretisch als
auch mit Hilfe der Immunpräzipitation in diesen Glä-
sern — wenn auch meistens nur in sehr geringen Mengen
— aj-Globuline nachweisen. Große Anteile a2-Makro-
globulin waren in den Röhrchen 20—22 (Abb. l a) bzw.
17—19 (Abb. Ib). Die Eiweißstoffe der Rö.-Nr. 25—29
(Abb. l a) bzw. 21—24 (Abb. Ib) waren reine ß-Globu-
line, die der Rö.-Nr. 32—40 (Abb. l a) bzw. 27—34
(Abb. l b) reine y-Globuline.
Zur Inkubation mit dem fettsäuresynthetisierenden
Enzymsystem wurde jeweils die 4 mg Eiweiß enthal-
tende Lösungsmenge der Röhrchen eingesetzt. Als
Bezugswert für die normale Höhe der Fettsäuresynthese
liefen bei jedem Testansatz zwei Kontrollgefäße ohne
einen derartigen Zusatz mit. Der in diesen Gefäßen
festgestellte *4C-Einbau in die Fettsäuren wurde als
100%-Wert angesehen und die anderen Impulszahlen
darauf bezogen. Zuvor aber war sichergestellt worden,
daß der bei der elektrophoretischen Auftrennung der
Seren verwendete Tris-Puffer keinen Einfluß, auf die
Fettsäuresynthese besaß.
Überraschenderweise fand sich nun in den Auffang-
gläsern vor der Präalbuminfraktion ein Bereich mit
einer sehr stark ausgeprägten Förderung der Synthese-
rate. Die Biuretreaktion hatte hier hohe Eiweißwerte
angezeigt, obwohl die Extinktion bei 280 nicht über
dem Leerwert lag und auch papierelektrophoretisch
selbst bei kurzer Elektrophoresedauer weder mit der
Amidoschwarz- noch mit der Ninhydrinfärbung Kom-
ponenten nachweisbar waren. Parallel mit dem Ausmaß
der Syntheseförderung ging, wie Abbildung Ib zeigt,
der Phosphorgehalt in den Röhrchen. Bei einer später
durchgeführten Isolierung dej: in diesen Gläsern befind-
lichen Substanzen ergab sich ein weißes, sehr hygro-
skopisches Material, dessen weitere Charakterisierung
noch aussteht. Die Präalbumine hatten keinen Einfluß
. auf die Fettsäuresynthese. In den Röhrchen unmittelbar
vor den Albuminen waren Verbindungen mit synthese-
hemmenden Eigenschaften enthalten. Ihre Wanderungs-^
geschwindigkeit im elektrischen Feld lag zwischen der
der Albumine und der der Präalbumine. Bei einer Auf-
trennung mit einem gegenüber den Standardbedingungen
beschleunigten Pufferstrom, bei welcher also die Ein-
wirkung des elektrischen Feldes und damit die Ablen-
kung der Eiweißkörper quer zur Strömungsrichtung
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Beeinflussung der fcytoplasmatischen Fettsäuresymhcsc in der
Taubenlcbcr (G D) — ausgedrückt als 14C-Einbau aus markier-
tem Acetat in die langkcttigcn Fettsäuren — durch clcktro-
phoretis'ch aufgetrennte Eiwcißfraktioncn von menschlichen Nor-
malscrcn
Die Ordinate ist linear in Vielfachen der ungestörten Synthcscrate
aufgetragen, der 100%-Bcrcich durch Schrägschrafftcrung hervor-
gehoben. Der Eiwcißgehalt der Fraktionen (O O) ist als
Extinktion bei 280 m/* angegeben, der Phosphorgchalt ( )
als Extinktion der nach Veraschung der Substanz gebildeten
Phosphormolybdänsäure bei 830 . Die Seren sind in Höhe des
Auffangglascs Nr. 38 in die Trcnnkammcr eingeführt. .
verringert war, spaltete sich dieser hemmende „Bereich
in zwei auf (Abb. Ic). Der fördernde Bereich mit den
clektrophorctisch am schnellsten wandernden Sub-
stanzen überdeckte sich auch hier wieder kongruent
mit dem Bereich hohen Phosphorgehaltcs. Besondere
Aufmerksamkeit wurde weiterhin dem a2-Globulin-
bercich geschenkt, da — wie bereits eingangs erwähnt —
in früheren Untersuchungen mit einem reinen a2-
Makroglobulinpräparat der Fa. Behringwcrke ein starker
Hemmeffekt beobachtet worden war (13). Es konnte
aber bei keinem der aufgetrennten Normalscrcn eine
solche Wirkung auf das Enssymsystcm festgestellt werden.
Die I n k u b a t i o n mi t D i a b c t i k e r s e r u m
In der Abbildung 2 ist die elcktrophorctischc Auftrcn-
nung zweier Diabctikcrscrcn wiedergegeben. Bei der
Abbildung 2a handelt es sich um das Serum einer
67jährigcn Frau mit unbehandeltem Altcrsdiabctcs
(Blutzucker 170 mg%, Harnzucker 6 g/Tag), bei der
Abbildung 2b um das einer 40jährigcn, bisher unbc-
handcltcn Diabetikerin (Blutzucker 230 mg%, Harn-
zucker 3 g/Tag). Wieder fand sich im Bereich vor den
Präalbuminen eine starke Förderung und in den Auf-
W 15 20 25 30
Glos-Nt-
Abb. 2a
35
Glos-Nr. -
Abb. 2b
Abb. 2a und b
Beeinflussung der zy to plasma tischen Fcttsäurcsynthcse in der
Taubenlcbcr (G G) durch clcktrophoretisch aufgetrennte Ei-
wcißfraktionen von menschlichen Diabctikcrsercn. (Weitere Er-
klärung siehe Abbildung 1)
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fanggläsern zwischen den Präalbuminen und den
Albuminen eine Hemmung der Fettsäuresynthese.
Bemerkenswerterweise kam es nun hier durch die im
Bereich der a2-Globuline vorhandenen Eiweißstoffe zu
einer Herabsetzung der Syntheserate, wie sie nach den
erwähnten früheren Befunden auch ursprünglich er-
wartet wurde. Der auffälligste Unterschied zu den
Normaleren aber war die Tatsache, daß in den Diabeti-
kerseren noch ein weiterer Stoff mit starker Hemmwir-
kung enthalten war. Er fand sich jeweils in den ersten
Röhrchen bei der von uns gewählten Anordnung, wurde
also durch das elektrische Feld noch stärker als die
fördernde Komponente abgelenkt. Wie die Abbildung
2 a zeigt, verringerte sich dann mit zunehmendem
Phosphorgehalt in den Röhrchen der hemmende Einfluß
auf die Fettsäuresynthese, um dann in eine Förderung
überzugehen. Das stützt unsere Vermutung, daß der
Stoff mit Stimulatorwirkung einen hohen P-Gehalt besit-
zen muß. Die fördernde Wirkung der Albumin- und
/J-Globulinfraktionen wird als unspezifischer Effekt
durch Bereitstellung von Akzeptoren für die neugebilde-
ten Fettsäuren o. a. angesehen. Der Kohlehydratgehalt
— bestimmt mit der -Naphtholreaktion sowohl bei
546 (für Pentosen) als auch bei 578 (für Hexosen)
— stand in keinem erkennbaren Zusammenhang mit der
Wirkung der Fraktionen auf die Fettsäuresynthese
(Abb. 2b).
Die Auffanggläser jeder Auftrennung wurden als Serie
dreimal hintereinander auf ihre Beeinflussung der Fett-
säuresynthese hin untersucht. Die Resultate entsprachen
sich jeweils; das Ausmaß ihrer Wirkung verringerte
sich leicht in Abhängigkeit zur Aufbewahrungsdauer
der Elektrophorese-Fraktionen.
Diskussion
Die einzelnen Reaktionsschritte und Intermediärproduk-
te bei der Synthese der langkettigen Fettsäuren in der
Leber und den anderen Organen scheinen heute in den
wesentlichen Zügen bekannt zu sein. Die größte Be-
deutung für die Neubildung von Fettsäuren hat nach
allen zur Zeit verfügbaren Befunden das im Zytoplasma
ohne Bindung an die subzellulären Strukturen lo-
kalisierte Enzymsystem; jedoch ist nur wenig über
physiologische Regulatoren seiner Aktivität und damit
der Lipogenese bekannt. Sind derartige Substanzen mit
fördernder oder hemmender Wirkung auf die Fettsäure-
synthese in den Organen vorhanden, so dürften sie
zumindest bei der Zellmauserung ins Blutplasma über-
treten und dort nachweisbar werden. Diese Überlegung
leitete uns bei unseren vorliegenden Untersuchungen,
und in dieser Weise möchten wir unsere Ergebnisse
interpretieren, obwohl sie — da wir die chemische
Natur der einzelnen wirksamen Substanzen nicht kennen
und ihre Wirkung auch noch nicht in vivo nachgeprüft
haben — durchaus andere Deutungsmöglichkeiten
zulassen. So ist beispielsweise von verschiedenen Unter-
suchergruppen (24—27) über ähnliche Wirkungen von
Sulfhydrylgruppen enthaltende oder bindende Sub-
stanzen berichtet worden.
Insgesamt konnten im Normalserum eine die Fettsäure-
synthese in vitro fördernde und eine, evtl. sogar zwei
hemmende Fraktionen festgestellt werden. Die fördernde
Fraktion mit hohem Phosphorgehalt gab eine starke
Biuretreaktion. Sie absorbierte nicht bei 280 , wohl
aber bei 230—240 und war nicht dialysierbar. Ihr
Kohlehydratgehalt mußte sehr gering sein. Ihre Wande-
rungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld war im
Vergleich mit den Eiweißstoffen des Serums hoch. Diese
Eigenschaften lassen am ehesten auf ein Polypeptid
schließen; allerdings läßt sich die mangelnde Anfärbung
mit Ninhydrin damit nicht vereinbaren. Die hemmende
Fraktion, die elektrophoretisch unter den Standard-
bedingungen zwischen den Präalbuminen und den
Albuminen wanderte, scheint ebenfalls keine bisher
bekannte oder in dieser Weise nachgewiesene Substanz
zu sein. Die ursprüngliche Annahme — wie sie die Abb.
l a und b nahelegen —, daß es sich hier um ein im elek-
trischen Feld schnell wanderndes Albumin handelt,
mußte aufgegeben werden, als ein Serum unter anderen
Bedingungen aufgetrennt wurde (Abb. Ic). Hierbei
zeigte der hemmende Bereich eine weit stärkere Ab-
lenkung zur Anode hin als die Albumine; nur die zweite
Hemmfraktion im ansteigenden Schenkel der Albumine
könnte in dieser Weise zugeordnet werden.
Beide Fraktionen mit förderndem und hemmendem
Einfluß auf die Fettsäuresynthese wurden auch in den
Diabetikerseren gefunden. Außerdem ließ sich aber noch
eine weitere mit der stärksten bisher beobachteten
Hemmwirkung nachweisen, die keinen oder einen nur
sehr niedrigen P-Gehalt, keine Absorption bei 280
und die größte elektrophoretische Beweglichkeit aller
Substanzen besaß. Das Vorhandensein dieser Fraktion
möchten wir mit der Beobachtung in Verbindung
bringen, daß die zytopbsmatische Fettsäuresynthese in
der Diabetesleber gegenüber der gesunden stark ver-
ringert ist (28—30). Vielleicht handelt es sich um den
Faktor, der verantwortlich für diese Repression ist. Im
Gegensatz zu den Normalseren wurde hier durch die
Eiweißstoffe des a2-Bereiches eine, wenn auch nicht
sehr ausgeprägte, Hemmwirkung festgestellt. Diese
Hemmwirkung hatten wir ursprünglich auch im Normal-
serum erwartet, da ein reines a?-Makroglobulinpräparat
in früheren Untersuchungen (13) ebenfalls als Inhibitor
in unserem Testsystem gewirkt hatte. Wir möchten
daher für das Diabetikerserum das Vorhandensein eines
a2-Globulins annehmen, das im normalen Blut nicht —
oder nur in wesentlich geringerer Konzentration —
enthalten ist.
Unsere oben mitgeteilten Ergebnisse lassen noch keine
weitgehenden Deutungen zu. Erst wenn weitere An-
haltspunkte für die chemischen Strukturen, über die
Art ihrer Wirkungsmechanismen und über ihre Wirk-
samkeit in vivo vorliegen, können Aussagen über ihre
physiologische Bedeutung gemacht werden.
Frl. C. STIEHLER sind wir für ihre sorgfältige und einsatz-
freudige Mitarbeit bei der Durchführung der Untersuchungen zu
großem Dank verpflichtet. Weiterhin danken wir Frl. cand. med.
A. PROWE und Herrn cand. med. S. HÖIÄBERG für ihre Mitarbeit. -
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Semiquantitative, dünnschichtchromatographische Bestimmung
der Gallensäuren im Serum, Duodenalsaft und Stuhl
Von H.-CH. CURTIUS
Aus dem Medi^iniscb-cbemiscben Laboratorium der Universitäts-Kinderklinik Z trieb (Direktor: Prof. Dr. A. P rader)1}
(Eingegangen am 4. Mai 1965)
Es wird eine dünnschichtchromatographische Methode für die semiquantitative Bestimmung der Gallensäuren und
deren Kon jugate bei gesunden Erwachsenen beschrieben. Die Methode kann auch für die Bestimmung der Gallen-
säuren im Duodenalsaft und im Stuhl verwendet werden.
A thin layer Chromatographie method is described for the semiquantitative determination of bile acids and their
conjugates in healthy adults. The method can also be used for the determination of bile acids in duodenal juice
and faeces.
Im menschlichen Serum sind bis jetzt Cholsäure, Desoxy-
cholsäure und Chenodesoxycholsäure nachgewiesen und
quantitativ bestimmt worden. Diese drei Gallensäuren
kommen in freier wie auch in konjugierter Form vor.
Bei den Konjugaten besteht eine Peptidbindung zwischen
der Carboxylgruppe der Gallensäure einerseits und der
Aminogruppe von Taurin bzw. Glycin andererseits.
Für die quantitative Bestimmung müssen die Gallen-
säuren aus dem Serum von den Eiweißen getrennt und
isoliert werden. Die am häufigsten verwendete Methode
besteht in der Fällung der Eiweiße mit äthanolischer
Bariumhydroxyd-Lösung, die mit Bariumacetat gesättigt
ist, nach JOSEPHSON (1). Aus dem Überstand werden die
Lipide mit Essigester extrahiert. Die Gallensäuren
bleiben, weil sie als Bariumsalze vorliegen, in der wässe-
rigen Phase zurück und können mit Furfurol/Schwefel-
säure in einen Farbkomplex überführt und photometrisch
bestimmt werden. — Bessere Resultate werden erzielt,
wenn die Gallensäuren nach der Extraktion photo-
metrisch im UV-Bereich (2) bei 350 oder fluori-
a) Der größte Teil der experimentellen Arbeiten wurde im Med.-
Chem. Zentrallaboratorium des Kantonsspitals Zürich (Leiter:
P. D. Dr. H. ROSENMUND) ausgeführt.
metrisch (3) bei 490 gemessen werden. Da sich die
Absorptionsspektren von Desoxycholsäure und Cheno-
desoxycholsäure in Äthylacetat, Schwefelsäure, Essig-
säureanhydrid und Salicylaldehyd-Schwefelsäure-Eis-
essig voneinander unterscheiden, können auch — mit
gewissem Vorbehalt — Aussagen über die quantitative
Verteilung der beiden Einzelkomponenten gemacht
werden.
Die Extraktionsmethode nach JOSEPHSON weist ver-
schiedene Nachteile auf. Die im Vergleich zu den
Gallensäuren in viel größerer Menge vorhandenen
Lipide, wie Cholesterin, Phosphatide und Monoglyceride
werden nicht quantitativ entfernt und stören die nach-
folgende Bestimmung. Dasselbe gilt für andere Extrak-
tionsverfahren (4, 5). Außerdem entsteht gerade durch
die Extraktion ein nicht zu vernachläßigender Verlust
vor allem an freien Gallensäuren. Aus diesem Grunde ist
es verständlich, daß die in der Literatur angegebenen
Normalwerte für Gallensäuren im Serum zwischen 0
und 50 mg% schwanken.
In jüngster Zeit ist eine Arbeit von B. FROSCH (6)
erschienen, in der die konjugierten Gallensäuren nach
Abtrennung der Eiweiße mit Äthanol und Extraktion
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